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はしがき
海産二枚貝類の増養殖における効率的生産および質的改善のためには、優良な
品種の作出が要求される。優良品種の獲得に不可欠な条件として、目的の品種、
系統の母貝の交配のための同調した成熟産卵技術が挙げられる。すなわち、配
偶子形成・産卵を調節している内分泌による生体内情報伝達系を解明すること
は、この技術を確立する上で不可欠な課題と考える。さらに，種苗生産成績の
カギを握る卵質の良否の評価にもつながる重要な課題と考える。
本研究では、生殖腺刺激ホルモン放出ホルモン（GmRH）ニューロンによる卵黄
タンパク形成と精子形成に対する促進調節機能の全体像を明らかにすることを
目的に、Gmmによるビテロゲニン合成と精原細胞増殖に対する具体的な促進機
能の解析、GmRHによる卵巣と精巣内のエストロゲン合成細胞の活性化の可能性
を検討した。さらに、エストロゲンシグナルの伝達に不可欠なェストロゲン受
容体（駅）C洲Aを同定し、それらの卵巣・精巣・中枢神経における局在性を調
べ、エストロゲンとGmmとの関係をも明らかにし、その下流のビテロゲニン合
成・精原細胞増殖調節の分子機構を検討した。
本補助金の支援によって、これまで卵巣と精巣を分けて進めてきた配偶子形成
機構研究から，中枢神経のGnRHニューロンを中心において雌雄での配偶子形成
の内分泌調節機構の共通性と相違を明らかにすることができた。これは、世界
に先駆けて配偶子形成制御技術を確立する意味で水産増殖学に大きく貢献する
のみならず、生殖内分泌に関わる分子の分子・機能の進化を議論する上でも大
きく貢献することができた。
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1．梼原細胞増殖の定量的なパターン解析
Fisheries Science，73，1318－1324，2007
ホタテガイぬ血呼ede刀叩き郎e刀由の配偶子形成をプロモデオキシウリジ
ン（BrdU）の取り込みを指標にした生殖原細胞の有糸分裂活性によって定量的
に解析した。卵原細胞と精原細胞は12月の成長期までは緩やかに増殖したが・
1月以降の成熟期からは卵巣では卵原細胞の増殖停止と卵母細胞へ分化と成長、
精巣では著しい精原細胞の増殖と減数分裂が認められた。このパターンの変化
から生殖原細胞増殖はフェーズⅠとⅠⅠに大別され、それぞれ異なる内分泌支配
を受けている可能性が推察された。
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2．梼原細胞増殖におけるGnRHニューロンの関与
Nolecular ReproductiorL and Development，74，108－115，2007
ホタテガイの榛原細胞増殖の定量的なパターン解析と培養精巣組織での梼
原細胞増殖の神経支配を検討した。核酸前駆体BrdUの取り込みを免疫学的に検
出し、有糸分裂活性をもつ梼原細胞として同定した。卵原細胞と梼原細胞が緩
やかに増殖するフェーズⅠと精原細胞だけが産卵期まで激しく増殖し，卵母細胞
が著しい卵黄形成をしているフェーズⅠⅠに大別され、生殖細胞の増殖パターン
が明らかになった。中枢神経系に抗哺乳類GnRH（Ⅱ応nRH）抗体で検出されるホタ
テガイGnⅢ1様ニューロンは，成熟期の雌雄の足部神経節に散在し、主に、頭部
神経節の限られた領域に分布していた。またGnRH様ニューロンの神経線経は中
枢神経内から生殖巣へは伸びていなかった。雌雄の中枢神経抽出物は精原細胞
増殖を強く促進したが、卵原細胞増殖には関与しなかった。このことは、フェ
ーズⅠⅠに見られた精原細胞の増殖に中枢神経が大きく関与すると同時に、卵母
細胞の卵黄形成への何らかの関与を示唆していた。梼原細胞の有糸分裂の活性
化はmGnRHによっても強く促進され、中枢神経抽出物による増殖促進効果は
mGnRHと同様に抗mGdRH抗体とmGnRHアンタゴニストによって消失した。
このことは、ホタテガイの中枢神経系にGnRHペプチドが存在し、精原細胞増
殖促進シグナルはGnRH受容体を介したものであることが明らかになった。さ
らに、Gn紺1様ニューロンから血球が運び屋となって精巣まで運ばれることが明
らかとなったことから、フェーズⅠⅠでの梼原細胞増殖は中枢神経系のGnRHニ
ューロンの支配にあることが示唆された。
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3．GnRHによるステロイドホルモン合成の調節
実験方法
培地への添加物
培地には1ウェルにつき、0．5佃体分の煮沸したCPG抽出液、最終濃度が1．0
×10．Mになるように調整したmQIRHを添加した。コントロールには培地のみ
で培養したものを用いて、ステロイドホルモン組織内濃度への影響を検討した。
ステロイドホルモンとしてJ E2、テストステロン、プロゲステロンを
di叫lsdb裏de（鵬0）に溶解させたものを培地に最終濃度が1．OxlO‾5Mと
なるよう訴整して添加した。コントロールは、0．01％（ステロイドホルモン添加
実験区に含まれているものと同量となる）DMSO培地を用いて、梼原細胞増殖
に対するステロイドホルモンの影響を検討した。さらに、1．0×10．MmαlRH
と1．0Ⅹ10‾5ME2単独もしくはエストロゲンアンタゴニストICIl＄2，780存在下で
の効果も検討した。
ステロイドホルモン濃度計測用生殖巣の調整
ドライアイスで凍結し、計量した血血相培養生殖巣片を1．5mlエツペンチュ
ーブに収容し、ジェチルエーテルを加えホモジナイズして抽出し、エーテル層
を回収した。その後450Cのウオーターバスで乾固して、ステロイド濃度計測
まで40Cで保存した。
時間分解蛍光免疫法によるステロイドホルモン濃度計測
BSA抗原を0．1MsodiumGartXXdebubrで溶解し、プレートの各ウェルにプ
ロゲステロン：0．5帽／mLテストステロン：0．05帽／血、E2：0．佗帽／血の濃度
で分注し、40Cで1晩静置した。3回ウェル洗浄液で洗浄後、0．1％BSA溶液で
ブロッキングし、ウェル洗浄液で3回洗浄し、アッセイ緩衝液、スタンダード
溶液、アッセイ緩衝液で再溶解した雌雄生殖巣組織培養片の抽出済みステロイ
ドホルモン測定用試料をそれぞれ501dずつ分注した。そこにアッセイ緩衝液で
希釈した抗ステロイドホルモン抗体を150山ずつ分注し、40Cで一晩静置した。
反応後ウェル洗浄液で3回洗浄し、Eu標識をした2次抗体を分注し、室温で1
時開展塗討騰した。反応後ウェル洗浄液で3回洗浄し、増強試薬をすべてのウ
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ェルに分注し、5分間票数後、蛍光光度計で蛍光強度を測定した。検出された濃
度は、生殖巣の湿重量で除して単位湿重量あたりのステロイドホルモン量とし
て表した。
抗BrdU抗体を用いた精巣組織切片の免疫染色
抗勘dU抗体を用いた精巣組織切片の免疫染色は、これまでと同様に行った。
結果
卵巣ではプロゲステロン量はCPG抽出液添加区、GnRH添加区ともにコント
ロールと変わらなかったが、精巣ではコントロールと比較しCPO抽出液添加区、
Q瓜H添加区は低下する侯向が見られた（Fig．封）。テストステロン量は卵巣では
CpG抽出液添加区、QIRH添加区はコントロールと変わらなかったが、精巣で
はコントロールと比較しCPG抽出液
0Ⅵ汀y t餌t由
∝血I CPG OnRH　血I CpG Gd監け
lケ■M lO■M
0V裾y t癒
恥24．hl血℡d曇錮hf一膿打■dCM；－■『匝i F場か・ふ血血d鵬慮貰－dCnGo■t血hn亡
く1■⊂¶■■■■qhJ■■■■『■l●－■－■■d－■■′　　　　　亡〇一一■一■■■■■・’■■疇－｝』〉－▲■■－dd－′
㌍鶴．bdHd賢一■一－－土SE小三や　　　　　♪…●由＿五■丸¶■h叩ih肋土SE（乃＝彗4），
添加区、OnM添加区はともに低下する倹向が見られた（fig．25）。E2量は卵巣
ではCPG抽出液添加区、GnRH添加区はコントロールと変わらなかったが、精
巣ではCI，G抽出液添加区ではコントロールとほぼ同程度の値を示したが、それ
らに比べGnRH添加区は増加する侯向が見られた伊ig．加）。
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養を行った結果、0．01％DMSO培地を
用いたコントロールと比較し、E2添加
血両地精巣組織培養にプロゲステロ
ン、テストステロン、E2を添加して培
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実験区では有意に梼原細胞増殖率が増加していたげig．21）。他の2種のプロゲ
?????????????
（?）???????、?????? ? ? ? ? ? ?丑，b aカ
ステロン、テストステロン添加実験区
もコントロールと比較して有意では
ないが、梼原細胞増殖を促進する傾向
が見られた（Fig．21）。
E2と鵬nRHの添加によって誘導され
る梼原細胞増殖は、ICI182，780の存
在によってともに有意に阻害された
（Fig．22）。
Fi8・刀Ⅰ血ib叫e蝕torICIl‡乙7800m E2md
mOnRH血u¢d　坤8m■叫idl鱒i如血鳳払血
Y血e叩nb血em嘲n土SE（血等4）Ⅴ血や日南仙
di伽tldtすS一代Sig山fkmtbdi伽t伽く0．05）
考察
卵巣のb量は産卵期に向かって上昇する傾向にあるとされているが
（Mabumtoetd・，1卵7）、卵巣では卵黄タンパク形成に増加したE2が促進的に働
き、精巣では増加したE2が精子形成に何らかの役割を担っている可能性が推察
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されている（Osadaet止，2004b）。
そこでE2がホタテガイの精原細胞増殖に関与するのかを、その前駆体である
プロゲステロンとテストステロンを含む、3種のステロイドホルモンを精巣の組
織培養系に添加して検討した。実際、E2は有意に梼原細胞増殖を促進した（Fi8．
21）。脊椎動物ではステロイドホルモンによって配偶子形成の進行が促進される
ことがよく知られている。生殖原細胞の増殖に関しては、ニホンウナギで精巣
のライディヒ細胞で産生される11－ケトテストステロンによって梼原細胞増殖
が引き起こされ（Mit∬adH止，l姻1）、ヨーロッパトノサマガェル且がr〟加わの
精巣においてはE2によって清原細胞数が増加する土とが報告されている
（Minu∝ietd．，1997）。一方、無脊椎動物ではキヒトデ属の血相加棚卸血にお
いて、血豆伽で精巣をプロゲステロンで前処理し、その後E2で処理すると生殖
上皮の有糸分裂活性が増加することが知られている（Ma血肌dW山keり努5）。
これらのことはホタテガイでもE2の精原細胞増殖に対する関与が強く支持し、
CpGのG瓜H関連ペプチドが精巣内でエストロゲン合成細胞に作用して、そこ
でE2の合成・放出を促進することによって梼原細胞増殖を促進的に調節してい
るのではないかという仮説が提案される。
一方、E2の前駆体であるプロゲステロンやテストステロンも有意ではないが
精原細胞増殖活性を示したげig．21）。二枚貝では生殖巣でコレステロールから
アンドロゲンまでの生合成やPelongampeta1．，1974）、17β－HSD、3B－HSD、P450
Aromの活性や免疫学的なエストロゲン合成細胞の同定が報告されている
（M鮨umotoddっ1997；Os血dd．，20朋帆　このことは精巣組織培養に添加され
たプロゲステロンとテストステロンが培養組織で最終的にE2に変換され、その
結果、あたかもE2と同じように梼原細胞増殖に促進的に働いているように見え
たと考えられた。それはE2に比べてプロゲステロンとテストステロンを添加し
た、精巣組続開の大きな結果のばらつきにも反映されているものと考えられた。
先の仮説、すなわちGnRは関連ペプチドによる梼原細胞増殖がE2の生合成を
介して行われている可能性を検証した。生殖巣組織培養系に出発物質としての
コレステロールは加えていないので、E2合成に向かうのであれば内因性のプロ
ゲステロンもテストステロンも前駆体として消費され最終産物であるE2にそれ
が反映されるはずである。卵巣のステロイドホルモン量にCPG抽出液もmGnM
もともに影響を及ぼさなかったが、精巣ではプロゲステロン量とテストステロ
ン量がともに減少し、E2量がmGnRH添加区で増加した（Fig．24，25，加）。精巣
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でのプロゲステロンとテストステロンの減少は培養中の拡散によるのではない
ことは、卵巣でステロイドホルモン量が変化していないことからも明らかであ
り、精巣のプロゲステロン量とテストステロン量がともに減少し、E2量が
mGnRH添加区で増加したという事実は、拡散によるステロイドホルモンの減少
というよりむしろ前駆体としてE2に変換されていることを示唆している。哺乳
類では精巣でGnMは基礎ステロイド生合成の促進に直接的に作用すると報告
されている¢e叫g and Seelel卵2）。またホヤ類では、カタユクレイボヤC
血旭血W肋の生殖巣を血l血ひでQIRH処理をするとステロイドホルモンの合
成・放出量が増加し（mFioredd．，19卵）、スボヤの一種C画k伽〃の内臓側
の血洞にtGnRH－Ⅰを注入すると生殖巣内のE2量が増加することが示されている
（C血getれ1！ゆ7）。したがって、ホタテガイのGnRH関連ペプチドはE2合成を
促進することで、ホタテガイの梼原細胞増殖に促進的に働いていると考えられ
た。それを支持するように、E王とmGnMによって誘導された精原細胞増殖が
エストロゲンアンタゴニストによって抑制された。すなわち、mGnRHによる精
原細胞増殖促進はエストロゲン受容体を介している、言い換えれば、エストロ
ゲン合成促進を介していることに他ならない。
CPG抽出液添加区の精巣ではプロゲステロン量とテストステロン量はともに
減少したが、E2量はコントロールとほぼ等しかった（Fig．加）。しかしCPG抽出
液には抗mQI H抗体に反応するGnRH関連ペプチドが存在していることと、
CpG抽出液添加実験区では、プロゲステロン量とテストステロン量はmQIM
添加区と同じように減少する侯向を示したので、少なくともE2合成まではCPG
に存在するQRH関連ペプチドが促進していることが推測される。さらに、中
枢神経であるCPG抽出液にはGnRH関連ペプチド以外の因子も含んでいること
は当然考えられるので、培養した精巣においてCpGに含まれていた何らかの因
子がE2の代謝を促進し、E2量を検出するために用いた抗E2抗体が結合できない
抱合体などに変換された可能性がある。
これらのことをまとめると、ホタテガイのCpGから分泌され血球で運ばれた
GnRH様分子が、エストロゲン合成細胞上に存在するであろうGnRH様分子受
容機構を介して、E2合成を促進し、梼原細胞増殖に促進的に働くことで、QIM
様関連ペプチドによるホタテガイの梼原細胞増殖の促進は調節されていると考
えられた。今後、GnRH関連ペプチドの受容機構を明らかにするためにもホタテ
ガイのQIRH受容体の同定と構造決定が待たれる。
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3．中枢神経由来の卵黄形成促進因子VPFとGnRH
卵に蓄積される卵黄タンパクであるVnの前駆体のVtgの合成調節に着目し検
討した。
これまでにホタテガイYtgcDNAがクローニングされ、卵黄タンパクの合成は
CPG由来のVPFとE2によって促進的に調節され、特にE2はERを介した転写レ
ベルで、VPFは翻訳レベルで促進因子として働いているのではないかと考えら
れている（Osadaetal．，・2004a）。またこれらの両促進因子は卵黄形成期の卵
母細胞にのみに接して存在するauxiliary cellで働いていると考えられた。
さらにVPFは熱に対して安定で、トリプシン／キモトリプシンに耐性を持つ分子
量10，000以下のペプチド様分子であることが推祭された（Osada et a1．，
2003）。さらに、ホタテガイの雌雄のCPGに生殖腺刺激ホルモン放出ホルモン
（gonadotropin－releasing hormone；GnRH）様神経細胞が存在し、血球を介し
てエストロゲンの合成を促すことによって梼原細胞増殖に促進的に働くことが
明らかにされた（中村，2006，NakaJnura et a1．，2007）。しかし雌では卵黄形
成期にもGmRH様物質が分泌されていること、さらにGmRIlは先のVPFと同様に
熱に対して安定なペプチドであることから、GnRHが卵巣で卵黄タンパク合成に
関連している可能性が考えられた。
そこで本章では、まずER　と　Vtgを指標にして、Vtg　タンパク合成を担う
auxiliaryCellの形態的変化を追跡し、卵黄タンパク形成過程でのVtg合成細
胞の果たす役割を明らかにした。次にホタテガイVtgの合成を促進する2つの
促進因子であるVPFとE2がどのようにVtg合成の転写と翻訳に関与しているの
かを解明し、さらにVPFの侯補物質の一つとしてGnRHが挙げられたため、GnRH
がVPFである可能性について卵巣組織培養系を用いて検討した。
＊卵成長とauxiliary cellの細胞動態
材料と方法
実験材料
auxiliary cellの同定のためのER様分子とVtg分子の確認のための免疫染
色には、第1章の第3節に用いた雄勝湾のSt．1の上層のホタテガイ卵巣を実験
に供した。
同定したauxiliarycellの動態観察には女川湾の同一地域で養殖されている
二年貝のホタテガイを10月から3月までの毎月、および6月に採取して実験に
供した。
国定およびパラフィン切片作成
免疫染色のための生殖巣組織を切り出し、4℃で24時間、プアン氏液で固定
した。エタノール脱水後、固定組織をパラフィン包埋し、連続したパラフィン
切片（511m）を作成し、軌織観察に供した。
auxiliarycellの動態観察のためのパラフィン切片作製では、生殖巣組織を
切り出し、4℃で24時間、4％パラホルムアルデヒド／PBSで固定し、エタノール
脱水後、固定組織をパラフィン包埋し、パラフィン切片（5pm）を作成し、組織
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観察に供した。
抗ヒトER抗体を用いた卵巣組織切片の免疫染色
パラフィン切片を常法どおり脱パラフィン後、親水化した切片を抗原である
ERの賦活化をするため、10mMクエン酸緩衝液（pH6．0）中で10分間のマイク
ロウェーブ照射を行った。そして内因性のベルオキシターゼの除去のため3％過
酸化水素メタノールに室温で30分間浸漬し、流水洗した。次に、10mMphosphate
buffer150mN NaCl（PBS）（pH7．2）に5分間浸漬した後、1％ゼラチン／PBSに
より室温で1時間ブロッキングをし、PBSで100倍希釈した抗ヒトER抗体（YLEM，
Italy）を一晩4℃で反応させた。その後、1％ゼラチン／PBSで250倍希釈した
ビオチン標識ヤギ抗ウサギIgG（Zymed，USA）、PBSで250倍に希釈したストレ
プトアピジン標識ベルオキシダーゼ（Zymed，USA）をそれぞれ続けて室温で1
時間反応させた。この間全ての反応の間にはPBSによる洗浄を行った。次に50
mM Tris－HCl（pf17．4）に溶解した0．02％3，3’ジアミノベンチジン（Sigma，
USA）と0．005佃202に切片を10分程度浸演し発色させた。コントロールとして
はウサギ正常血清を1次抗体の代わりに用いた。
抗ホタテガイVn抗体を用いた卵巣組織切片の免疫染色
Ytgの抗原性はVnとほぼ共通していることから（TsukiTnura et a1．，2002）
抗ホタテガイVn抗体を用いてVtg合成細胞としてのauxiliary cellの同定を
行った。パラフィン切片を常法どおり脱パラフィン後、親水化した切片をPBS
に5分間浸漬した後、1％ゼラチン／PBSにより室温で1時間ブロッキングをし、
PBSで100倍希釈した抗ホタテガイVn抗体（Osadaeta1．，1992）を一晩4℃で
反応させた。その後、PBSで500倍希釈したビオチン標識ヤギ抗ウサギIgG
（Zymed，USA）、PBSで250倍に希釈したストレプトアピジン標識ベルオキシダ
ーゼ（Zymed，USA）をそれぞれ授けて室温で1時間反応させた。この間全ての
反応の間にはPBSによる洗浄を行った。発色反応は、上記の抗ヒトER抗体を用
いた卵巣組織切片の免疫染色と同様にして行った。コントロールとしてはウサ
ギ正常血清を1次抗体の代わりに用いた。
ホタテガイの卵巣組織観察
H・E重染色を施し、エタノール脱水後、カナダバルサムで封入した。切片を
光学顕微鏡下で観察し、各月毎の卵巣における単位生殖小胞当たりの卵母細胞
数、auXiliary cell教を1個体につき10小胞の計測を行った。さらに卵母細
胞長軸径およびauxiliary cellの直径を1個体につき‾50細胞測定した。
結果
Fig．2－1はER様分子並びにホタテガイVnとVtgの局在を確認するため12
月上旬の成長期にある卵巣組織を固定し、連続したパラフィン切片で抗ヒトER
抗体（B）、抗ホタテガイVm抗体（D）とコントロールとしてウサギ正常血清
（A，C）を用いた免疫染色とH・E重染色（E）を施したものである。その結果、
同一の卵母細胞に接して存在する直径が5pm前後のauxiliary cellに抗ヒト
ER抗体および抗ホタテガイVn抗体による免疫染色で陽性反応がみられた。抗
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ヒト　ER　抗体を用いた免疫染色では
auxiliarycellだけでなく卵母細胞の核
に、抗ホタテガイVn抗体による免疫染色
では卵母細胞の細胞質にも陽性反応を確
認した。
抗ヒトER抗体および抗ホタテガイVn
抗体による免疫染色で同定した
auxiliary ce11を、H・E重染色を施した
切片上で、季節毎に量的変動を明らかに
するため、単位小胞あたりのauxiliary
cell　の数および卵母細胞の数、そして
auxiliarycellの直径および卵母細胞長
軸径の計測を行った（Fig．2－2）。その
結果、auXiliary cellの数は10月から
12　月までやや減少する侯向がみられた
後、12月から1月にかけ急激に増加し、
1月から2月までその数を保持した後、2
月から3月にかけ緩やかに減少し、産卵
後の6月には最低値を示した。卵母細胞
数は11月から1月まで緩やかに増加した
のち、1月から2月にかけ急激に増加し3
月までその数はほとんど変わらず、産卵後
の6月には最低値を示した。
auxiliary cellの直径は11月から3月
まで増加し、特に1月から2月にかけて顕
著な増加がみられ、その後3月まではわず
かな増加が見られた。卵母細胞長軸径は10
月から12　月までほぼ一定の大きさで、12
月から3月まで増加した。
＊Vtgの合成調節におけるE2とVPFの役割
材料と方法
実験材料
ホタテガイは女川湾の同一地域で養殖さ
れている二年貝で、卵巣が成長期にある　2
月上旬のものを実験に供した。
以下の実験方法は　Osada et al．（2003，
2004a）に従い行った。
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∫〃yi ro卵巣組織培養
InYltro卵巣組織培養に用いた培地はlLの75％ASWにWediutn199（GibcoBRL
usA）を9．8gとストレプトマイシン（SIGMA，USA）を100mg溶解させたもの
を濾過滅菌して作成した。以下のすべての操作は無菌条件下で行った。
まず、ホタテガイ卵巣を切り出し、表面を75％エタノールで拭って殺菌し・
腸管に培地を流し込み洗浄を行った。卵巣は培地中で約5mm角に細切し、培地
で2回リンスし、卵黄タンパク量およびVtgmR甑の発現量の解析のため、24
穴細胞培養用マ／レチプレート（SmitomoBakeliteCo・・Ltd・・Japan）の中に1
ゥェルに2片ずつ入れた。1ウェルには添加物を加えて濾過滅菌した培地を1
ゥェル内にlmlとなるように分注し、10℃で5日間培養を行った0培地の交換
は2日目に行い、5日目に卵巣組織を取り上げドライアイスで凍結した後、－80℃
で保存したものを各々、ELISA法による卵黄タンパク量およびVtgmRNAの発現
量の分析に用いた。
培地への添加物
培地に添加するために用いたCPGは12月と1月にホタテガイの雌の個体から
切り出し、内臓神経節（VG；visceralganglion）は－80℃で保存したものを用
いた。CPGおよびVGに培地を加え・水冷化でホモジナイズしたものを5分間煮
沸した。その後、4℃、22k X gで10分間遠心分離を行い、得られた上清を濾
過滅菌してCPG抽出液およびVG抽出液として実射こ用いた。
E2はdimethylsulfoxide．（DMSO）に溶解させたものを培地で最終漬度が10．5N
となるよう調整して添加した。またE2添加実験区以外の実験区にはそれぞれ
0．01％（E2添加の実験区に含まれているものと同量となる）DMSOを培地に添加
した。コントロールは、0．01％DMSO培地を用いた。
mGnRHは培地で最終濃度が10－6Ⅵとなるよう調整し添加した。GnRHの用量依
存性の検討には培地で最終濃度が10－6－10－10Mとなるように培地で調整した
GnRHを実験に用いた。
培地への添加方法
1000plの培地に添加物として1ウェルにつき雌雄それぞれの0・5個体分の
cpG抽出物、雌0．5個体分のVG抽出物、最終渥度10▲SMとなるよう調整したE2・
最終濃度が10㌦10－10朋になるよう調整した鵬mRHを添加した。抗体による吸
収実験では、0．5個体分のCPG抽出掛こ対して5倍に希釈した抗mGnRH抗体
（PROGENBIOTECHNIKGW8日，Germamy）で吸収処理を行い4℃で一晩静直した後、
18，000×g，10分間遠心分離し得られた上清を添加した。
GnRHのアンタゴニストとの♯合実験には1ウェル中の最終濃度が10‾5Mとな
るように調整したAntide（SigTBa，USA）および【D－pGlul，D－Phe2，1）－Trp3，6］GnRH
（Sigma，USA）をCPG抽出液（0・5個体分）とともに添加した。
ELISA（enzyme－linkedimTnunOSOrbentassay）法によるホタテガイ卵黄タンパ
ク量の定量
卵巣組織片20mgを1・Omlの20mMTris－nCl（pH8・0）2％NaCl（TBS）でホ
モジナイズしたものを、25k Xgで20分間、4℃で遠心した。上清はTBSで256
倍希釈し、希釈した上清50ulを一晩、4℃でELISAplate（SumitomoBakelite
co．，Ltd．）に固相化した。同相化した上浦を廃棄し・TBSで洗浄した後・1％BSA
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により室温で1時間ブロッキングを行った。10mNphosphatebuffer150mMNaCl
（PBS）で洗浄し、ウサギ抗ホタテガイVn抗体（Osada et a1．，1992）を500倍
希釈したものを室温で1時間反応させた。0．2％TYeen20／PBS（PBST）で洗浄
した後、HRP標識ヤギ抗ウサギIgG抗体（Zyrned，USA）を1000倍希釈したもの
を室温で1時間反応させた。PBSTで洗浄した後、HRP濃度を測定するため、ABTS
溶液（Roche，German）を用いて発色させた。2％シュウ酸溶液で発色反応を停止
させ、415nmの波長でマイクロプレートリーダー（恥de1450，BioRad，USA）
により、吸光度を測定しサンプル中で吸光値の最小であるものを基準とし、相
対値での評価を行った。
Vtg mRNAの発現量の解析
サンプル調整
血γ鳥∫0培養後に凍結したホタテガイ卵巣を乳鉢で粉砕した後、ISOGENkit
（Nippon Gene）を用い、製品の説明書に従って全RNAを抽出した。
プローブの調整
digoxigenin（DIG）標識したPCRプローブは同定されたVtgcD岨（Osadaet
a1．，20048）（Fig．2，3）を鋳型としてSPlとASPlのプライマーを用い、PCRDIG
p，。beSynthesisKit（Roche DiagnostiムsGmbH）を使って作成した。
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スロットプロット分析
水冷下で10mMNaOH・lmMEDTA
によってアルカリ変性させ、全
RNA量が軸gとなるよう調整した
サンプルをBioDotSF（BioRad）
を用いてVacuum Blotter Node1
785（Bio Rad）で　吸引し、ナイ
ロンメンプラン（Nytran N；
Schleicher＆Schuell）上に、
転写した。GS Geme Linker（Bio
Rad）を用いてメンプランに150
mJouleのUVを照射して固相化を
行った。RNAのプロットを2ml
のhybridization buffer（5　×
SSC，10　Denhard’s solution，
50％formamide，0．5％SDS，0．1
mg／ml salmon sperm DNA）で
HybridizationIJICubator Mode1
2000（Robbims Scientific）を
用いて3時間、50℃の条件でプ
レハイプリダイゼーションを行
った。デネイチャーさせた4両
のDIG標識PCRプローブを先の
2mlのhybridization bufferに
添加し、16時間、50℃の条件でハイプリグイゼーションを行った。0・1％SDS
を含む2×SSCで10分間、室温にて洗浄し、さらに0．1％SDSを含む0・2×SSC
で55℃にて洗浄した後、DIG標識したプローブとハイプリダイズしている転写
産物の発現量をDIG Nucleic Acid Detection Kit（Boehringer MamnheiJn）を
用いて可視化した。可視化した転写産物は、Densitograph（ATTO，Japan）を用
いてメンプランの画像を取り込み、LaneJ＆Spot Analyzer ver．6．0（ATTO，
Japan）により発現量の解析を行った。データは輝度値として評価した。
結果
VPFの組織特異性の検討するためCPGとVGの抽出液を添加しLnyLtTO卵巣組
織培養を行いVnおよびVtg量の計測を行った（Fig．2－4）。その結果、CPG抽
出液添加区ではコントロールに比べ有意な増加が見られたのに対し、VG抽出液
添加区ではコントロールとほぼ同程度の値を示した。
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卵黄タンパク形成の促進因子で
あるVPFとE2がVnの前駆体であ
るVtgの転写、あるいは翻訳のど
ちらによって卵黄タンパク合成を
調節しているのかを明らかにする
ため、f〃yJfro卵巣組織培養に両
促進因子を添加し、転写産物であ
るホタテガイ†tgmRNAの発現量お
よび翻訳産物であるホタテガイ
VnとVtgのタンパク量を測定した
（Fig．2－5）。卵黄タンパク量は
12月および1月に採取したCPG抽
出液を添加した実験区においてコ
ントロールに比べ、有意な増加が
みられた。そしてE2を添加した実
鹸区はコントロールに比べ、有意
1■－　　　ではないが増加す
????????????【
??????】????．
仲■■■Y■rαklYrrl．h巾1●■ltb
n書．がⅦhddh∬dVPFrl伽仙騨一戚嘲れ鵬鵬咄Ⅴ■血Irl岬A
qnlt■b』tkoY■r』コh囁氾tdP卿岬l血鵬血h■51』y■．
…板目5帥坤町釧聞川ⅦthH叩脚hd．E山川Mhdk■I8日鵬▼け■1士SE（画．
32
る侯向はみられた。
Vtg mRNAの発現量
は12月および1月
に採取したCPG抽
出液を添加した実
験区においてはコ
ントロールとほぼ
同程度であった。一
方、E2　を添加した
実験区ではコント
ロールに比べ、有意
に増加した。
卵黄タンパク形成
の促進因子であるCPG由来のVPFの候補物質の一つとしてGrLRHが挙げられたた
め、血y Lro組織培養実験を行い、翻訳産物であるVnおよびVtg量、また転
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写産物である　Vtg
mRNAの発現量がどの
ように変化するのか
を検討した（Fig．
2－6）。その結果、Vn
および†tg量は12月
および1月に採取し
たCPG抽出液を添加
した実験区、ならび
にmGnRHを添加した
実験区において有意
にコントロールより
増加した。また、Vtg
mRNA　 発現量は12
月および1月に採取
したCPG抽出液を添加した実
験区、ならびにmGnRH　を添加
した実験区において、コント
ロールに比べ有意な増加はみ
られなかった。しかし、mGnRH
添加区の　Vtg mRNA発現量は
VPF添加区に比べ高い値を示
していた。
mGnRHの濃度依存性の検討
を行った（Fig．2－7）。有意
ではないが10‾10肌からmGnRH濃
度の上昇にともなってVn量お
よびVtg量は増加し、10‾7Mで
ピークに達した。しかし、そ
れを越える10→iMでは逆に減少した。
雄のCPG由来のVPFはVtg合成を促
進するのかどうか、そしてVPFは抗
mGnRH抗体が認識する構造をもつの
かどうかを検討した（Fig．2－8）。
雌雄のCPG由来のVPFの添加実験区
ではともにコントロールに比べ有
意にVnおよびVtg量が増加した。VPF
に対し抗mGnRH抗体で抗体吸収を行
った実験区では、コントロールに比
べ有意にVnおよびVtg量が減少した。
＊血球および血リンパ上清中のVPFのGnRHとしての同定とタイプ別の
検討
材料と方法
実験材料
ホタテガイは女川湾の同一地域で養殖されている二年貝で、卵巣が成長期に
ある12から3月上旬のものを実験に供した。
血球溶解質と血リンパ上清の調整
培地に添加した血リンパ上清と血球は以下のように採取した。2月に雌のホ
タテガイの心臓から採取した血リンパを、40Cで760　×　g，10分間遠心分簾
を行い、沈澱凝集した血球と上清に分けた。血球は数回ASWで洗浄し使用時ま
で－800Cで保存した。上清は5分間煮沸し、40Cで15，000　×g，10分間遠
心分離を行った上浦を凍結乾操させ、使用時まで保存した。血球溶解質には保
存していた血球に培地を加え、氷冷下でホモジナイズし、40Cで15，000×g，
10分間遠心分離を行い、その上清を5分間煮沸し40Cで18，000×g，10分間
遠心分離を行い、得られた上清を用いた。凍結乾燥した血リンパ上清は水で再
溶解して使用した。
九仁再五m卵巣組織培養
前節と同様の手順で行った。抗体による吸収実験では、300111分の血球およ
び血リンパ上清に対して5倍に希釈した抗mGllRH抗体（PROGENBIOTECHNIKGNBH，
Germamy）、および21倍に希釈した抗sbGnRH抗体で吸収処唾を行い4℃で一晩静
置した後、18，000　×g，10分間遠心分離し得られた上浦を添加した。GmRHのア
ンタゴニストとの蛛合実験には1ウェル中の最終濃度が10‾SMとなるように調整
したAntide（Sigma，USA）および【D－pGlul，D－Phe2，D－Trp3・6］GnRH（Sigma，USA）
を300直分の雌の血リンパ上清および血球の抽出液とともに添加した。
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結果
CPGで産生されたVPFが神経内分
泌によりVtg合成を調節するのかど
うかを検討するため血球溶解質お
よび血リ　ンパ上浦を添加し血
r鳥∫0卵巣組織培養を用いて検討
を行った（Fig．2－9）。血球溶解質
および血リンパ上清添加区ともに
コントロールよりもVnおよびVtg量
は有意に増加した。特に血リンパ上
清添加区では血球に比べてVnおよ
びVtg量はより高い値となった。
血球に対して抗mGnRH抗体、およ
び抗タイ型GnRH抗体による抗体吸
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収を行った（Fig．2－10）。血球添加
実験区のVnおよびVtg量はコントロ
ールと同程度で差はみられなかった。
しかし、血球に抗mGnRH抗体を添加し
た実験区で血球を加えた実験区に対
して有意にVnおよびVtg量は低い値
となっていた。血球に抗タイ型GnRH
抗体を加えた実験区のVnおよびVtg
量はコントロールと同程度で差はみ
られなかった。
次に血球と2種類のmGmRHのアン
タゴニストである　Amtide　および
［D－pGlul，【トPhe2，D－Trp3，6】GnRHを
添加しGnRHの受容体レベルでの競合
を試みた（FigT　2－11）。その結果、
血球添加区のVnおよびVtg量はコン
トロールと同程度となり、差はみら
れなかった。しかし2種類のmGnRH
アンタゴニストの添加区において、
VnおよびVtg量がコントロールおよ
び血球添加実験区に比べAntide添
加区では低い値となる傾向がみられ、
特に【I）－pGlul，D－Phe2，D－Trp3・6］
GnRH添加区では、有意に低い値を示
した。
血リンパ上清でも血球溶解質と同
様に抗mGnRH抗体、および抗タイ型
GnRH抗体による吸収を行った（Fig．
2－12）。血リンパ上清添加実験区で
はコントロールに比べVnおよびVtg
量が高くなる侯向がみられた。そし
て血リンパ上清に対し抗mGIlIiH抗体、
および抗タイ型GnRH抗体による吸
収を行った実験区では血リンパ上浦
添加区と同様程度にVnおよびVtg量
は高くなる侯向がみられ、コントロ
ールに比べて低下する侯向はみられ
なかった。
血リンパ上清においてもmGnRHの
アンタゴニスト2種類による競合実
験を行った（Fig．2－13）。その結果、
血リンパ上清添加実験区ではコント
ロールに対し有意な高い値を示した。
さらに血リンパ上清に対しアンタゴ
??＝‖???…????
??】???????????
仙町　㈹nIml k咄血Pb』■叫押甲■』■■匝坤
川岬¶1細山l川叩t暮hll t叫鵬
＋　　　　　　　＋
A B
Flg．2－11血■加〃em鸞tOnW01yp偽01■血hgonkI01
mG■RH朋Ib亡m01yml止別岬mMl一月tl■d馴汁dV鴫
Ir■n血鵬れIlltIl…Yl血n什■騨l●nl01匝血
eMttrdhr5thv量．
tpく0．旧名印Int▲瓢はydlmmI什OmfOn打0l．
E■亡IvtIuellldk▲暮鰭mtnは血土SE（〟叫．
A：人■lM■駄l叫Gl■l．D－FhAD－Tr■〕lG■M
れるVtgと区別する。そのためauxiliary
体による免疫染色の陽性反応はホタテガイ
ニスト2種類を添加した実験区に
おけるVnおよびVtg量も血リンパ
上清添加実験区と同程度にコント
ロールに比べ有意に高い値となっ
た。
考察
抗ヒトER抗体および抗ホタテガ
イVn抗体を用いた免疫染色の陽性
反応は同一の卵母細胞に接して存
在するauxiliarycellにみられた。
Vnは免疫化学的にVtgと非常に類
似しているため（Tsukimuraeta1．，
2002）、抗Vn抗体がVtgも認識す
ることはよく知られている。通常、
Vmは卵母細胞に蓄積されたものを
意味し、Vnの前駆体として合成さ
cellにみられた抗ホタテガイVn抗
Vtgを認識しているものであるとい
える。従って、E2はauxiliarycellにおいてERを介しVtg合成を促進してい
ると推察され、Osada et al．（2003）が示唆した結果を再確認できた。
明らかにされたauxiliarycellの細胞動態を、H・E重染色を施した切片上で
追跡した。ホタテガイの生殖腺発達段階区分（森ら．1977）における分化初期
から成長期にある12月から1月にかけた卵巣内でauxiliary cellは急激に増
加し、1月から2月までその数を保持した後、成熟期となる2月から3月にか
け緩やかに減少していった。auXiliary cellの直径は、卵巣が成長期から放
出期へと向かう11月から3月まで増加し続けたが、特に成長期から成熟期へと
移行する1月から2月にかけて顕著に増加がみられた。一般的に、タンパク合
成が活発な細胞はタンパク合成を行う細胞小者官であるゴルジ体や小胞体が発
達することによりその細胞自体の大きさが増加する。そのためauxiliarycell
の直径の増加はVtg合成が活発に行われていることを反映したものであると考
えられた。したがって、auXiliarycellは卵母細胞の分化初期から成長期にか
けてその数を増やし、その後の成長期から放出期へと向かう時期にVtgの合成
能を向上させることによりVtg合成を行っていることが推察された。
これまでこのauxiliary cellでのVtg合成は中枢神経由来のYPFとE2によ
って促進的に調節されていると推察された（Osada et al．2003，2004a）。さ
らに　〃γ烏√0卵巣器官培養においてVPFの添加によってVtg mRNAの発現塁に
変化がみられなかったことから、E2は転写レベルで、VPFは翻訳レベルで促進
因子として働いているのではないかと考えられた（Osada et，al．2004a）。第
2節で行った実験から、翻訳産物である卵黄タンパク量はE2を添加した実験区
はコントロールに比べ、有意ではないが増加する侯向はみられ、VPFを添加し
た実験区においてはE2を添加した実験区よりも増加する侯向がみられ、特にコ
ントロールに比べ有意な増加がみられた。一方、転写産物であるVtgmRNAの発
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現量はE2を添加した実験区ではコントロールに比べ、有意に増加する傾向がみ
られた。しかしVPFを添加した実験区においてはコントロールとほぼ同程度で
あった。Vtgの抗原性はVnとほぼ共通している（Tsukimura et a1．，2002）。
そのため抗Vn抗体は†爪とVtgを区別せず諷識する。第2節で行ったELISA法
によるVm量の評価に用いた抗ホタテガイVm抗体はVnとVtg共に認識する。そ
のため、ELISA法による評価はVnとVtgを含めた評価を行うことになるが、
auxiliary cellが卵母細胞に接して存在していることからauxiliary cellで
合成されたVtgは直接、卵母細胞へと取り込まれると考えられるため、ELISA
法による評価はVtgmRNAからの翻訳産物量の増加を反映していると考えること
ができる。これらの結果から、E2はVtg AIRNAへの転写を、VPFはVtg bRNAか
らVtgへの翻訳を促進し、両因子でVtg合成を促進しているということが明ら
かになった。E2を添加した実験区でコントロールより卵黄タンパク量が増加し
たのはE2によって促進された転写産物を卵巣中に残存していたVPFが翻訳を促
進したことに起因したものであると考えられる。
CPG由来のVPFは熱に対して安定で、トリプシン／キモトリプシンに耐性を持
つ分子量10，000以下のペプチド様分子であることが推察された（Osada et
a1．，2003）。またホタテガイの雌雄のCPGにGnRH様神経細胞を見出し、血球を
介して梼原細胞増殖に促進的に働くことが明らかにされた（Nakamura，2007）。
しかし雌では卵黄形成期にも分泌されていることから、卵巣では卵黄タンパク
合成との関連が推測された。これらのことから　VPFの候補物質の一つとして
GnRHが挙げられたため、GnRHがVPFである可能性について卵巣器官培養系を用
いて検討した。その結果、GnRHはVPFと同程度の卵黄タンパク合成を促進し、
VtgmRNAへの転写の促進よりむしろ、翻訳を促進することでVtg合成を促進し
ている。すなわちVPFはGnRH様物質である可能性が強く示唆された。一般的に
哺乳類では視床下部にあるGnRHニューロン．で合成されたGmRHは正中隆起に分
布する終末から下垂体門脈に放出され、下垂体の性腺刺激ホルモンすなわち黄
体形成ホルモン（luteinizing hormone；LH）および濾胞刺激ホルモン
（follicle－StimulatinghormorLe；FSH）の分泌を促進することが知られている。
下垂体から血中に放出された性腺刺激ホルモンは性腺である卵巣や精巣に作用
し、配偶子形成や性ホルモンの合成・放出を促す（小林・朴，1998）。ホタテガ
イには脊椎動物とは異なり下垂体に相当する器官がなく、CPG　で産生された
GnRH様物質が直接卵巣へと働きかけ、Vtg合成に作用する可能性があると考え
られた。同じ無脊椎動物であるスボヤの一種（迅eル0タ0〟a pr。血C蝕〟のGnRH神
経細胞が血洞の中に入り込み生殖巣や生殖輸管と密接に関係していたことから、
下垂体が進化する前の無脊椎動物ではGnRH神経細胞は血流にホルモンを分泌
し、生殖巣に直接作用すると推察されている（Powell et a1．，1996）。
CPGで産生されたVPFは、血球と血リンパ上帝で活性が検出されたことから、
神経内分泌によってVtg合成を促進していると考えられた。前述の結果からVPF
はGnRHである可能性が示された。通常、同一の物質が異なる伝達経路を介して
全く同じ作用をするために標的となる組織に運ばれるという可能性は考えられ
にくい。実際にホタテガイのGnRHはニワトリⅡ型、サケ型、タイ型のうちタイ
型のGnRHに分類され、その主体は中型の神経細胞に局在するが、大型の神経細
胞の一部にも局在したことから、GmRHには2タイプ存在する可能性が示された
（中村，2006）。このことからもCPGには異なるGnRHが少なくとも2タイプ産生
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され、それぞれが血球と血リンパ上清で運ばれ卵巣で作用しているのではない
かという可能性が考えられた。
血球中のVPFに対して2種類の抗Gn細抗体吸収を試みた。血球溶解質添加実験
区のVtg合成促進活性はコントロールと同程度で差はみられなかったのは卵巣
中に内因性の血球によって運ばれているVtg合成促進因子が十分量存在してい
たためではないかと考えられた。しかし、抗mGnRH抗体によって血球によるVtg
合成を低く抑えた。これは抗mGnRH抗体を添加することにより血球に含まれる活
性だけでなく卵巣中に含まれている内因性の活性も消失させためなのではない
かと考えられた。一方、抗タイ型GnRH抗体では抗mGnRH抗体のようなVtg合成に
対する影響はみられなかった。したがって血球由来のVPFはmGmRH抗体が認識す
る構造を有しており、mGnRHと類似の構造であることが示唆された。さらに2種
類のmGnRHアンタゴニストの添加が血球によるVtg合成活性を内因性の活性もあ
わせて抑制したことは、血球のVPFは2種類のmGnRHのアンタゴニストと受容体レ
ベルで競合するmGnRHに類似した機能をもつと推察された。すなわち血球で運ば
れるVPFはmGnRHの受容体が認識する構造を有している可能性が示唆された。抗
GmRH抗体を用いた抗体吸収実験、および2種類のmGmRHアンタゴニストを用いた
競合実験の結果から、血球中のVPFはmGnRHのタイプに類似であると考えられた。
CPG中の中型の神経細胞が抗mGnRH抗体で認識されるGnRH神経細胞であり（中札
2006）、血球中のVPFがmGnRHのタイプに類似することから、血球由来のVPFは抗
mGnRH抗体で陽性反応の確認された中型の神経細胞で産生されているGnRHであ
る可能性が考えられた。さらに、雄では血球をキャリアとして精巣まで運ばれ
たGnRHがエストロゲンの合成を促すことで精原細胞増殖を促進することが示さ
れた（中村，2006）。このことは、雌においても血球をキャリアとするGnRHが卵
巣中のエストロゲン合成細胞のE2合成を促進LVtgmRNAへの転写を促すことに
よってVtg合成の促進に関与しているという可能性を意味している。これは前節
の卵巣組織培養でVtg mRNAの発現量がmGnRHの添加によって高くなる頼向にあ
った結果からも示唆される。
血リンパ上清でも血球と同様に2種類の抗GnRH抗体による吸収を行った。し
かし、血球の場合と異なり2種類の抗GmRH抗体による吸収は血リンパ上清によ
るVtg合成促進活性の抑制を示さなかった。したがって血リンパ上清中のVPF
は抗mGnRH抗体、および抗タイ型GnRH抗体が認識するGnRHと類似の構造を有
していないと考えられた。さらに血リンパ上浦中のVPFに対しmGnRHのアンタ
ゴニスト2種類による競合実験によっても、血リンパ上清によるVtg合成活性
は抑制されなかった。すなわち、mGmRHの受容体レベルでは競合しなかった。
したがって、血リンパ上清で運ばれるVPFはmGnRHの受容体が認識する構造を
有していないことが考えられた。これは血球中のVPFがmGnRHのタイプに類似
しているのに対し、血リンパ上清中のVPFは「血球中に含まれるGnRHとは異な
るタイプのGnRHである可能性」と血リンパ上清は煮沸してもその活性が失活し
ないことから「GnRHではない別の低分子のペプチド様の促進因子である可能
性」の2つの可能性が考えられた。1つ目の可能性である「血リンパ上清中の
VPFは血球中に含まれるGnRHとは異なるタイプのGnRHである可能性」につい
ては、以下のように説明される。雄のCPG中のGnRH神経細胞には、抗瓜伽RH
抗体と抗タイ型GnRH抗体で共通免疫染色される中型の細胞と、抗タイ型G。RH
抗体で免疫染色される一部の大型の神経細胞があり、ホタテガイのGnRHには少
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なくとも2タイプのGnRHが存在することが示唆されている（中村，2006）。血
球中のVPFは先に述べたように中型の神経細胞由来のmGmRHに類似することか
ら、血リンパ上清中のVPFはもうひとつのGmRh神経細胞と考えられた大型の神
経細胞で産生されているGnRHである可能性が考えられた。2つ目の可能性であ
る「GnRHではない別の低分子のペプチド様の促進因子である可能性」としては、
ホタテガイのCPGではGnRH以外にセロトニンやカテコールアミンなどの低分子
のモノアミンが分布していることから（森，1986）、CPG内に含まれるGnRHで
はないそうした低分子の物質がVPFとして機能する可能性があるとも考えられ
た。しかしmGnRHによるVtgタンパク合成の強い促進は別タイプのGnRHである
可能性を強く示唆する。CPG由来のVPFは転写ではなく翻訳を促進することか
ら、翻訳の促進に主体的に働いているVPFは血リンパ上清由来の因子である可
能性が示唆された。
本章の結果からVtg合成は2つの因子であるE2とCPG由来のVPFによって促
進的に調節され、E2によってVtg mRNAへの転写、VPFはVtg mRNAの翻訳を促
進することでVtg合成の促進をしていることが明らかとなった。そしてCPG由
来のVPFの正体はGnRH様物質であり、血球と血リンパ上清をキャリアとする2
タイプが存在し、特に血リンパ上清をキャリアとするタイプの因子が主体的に
Vtgタンパクへの翻訳を促進していることが考えられた。
4．二枚貝（ホタテガイ・イガイ類）ERについての検討
軟体動物に属する二枚貝においても脊椎動物と同様にステロイドホルモンが
存在している。イガイ類のヨーロッパイガイの卵巣と精巣から、GC－MSで内因
性のエストロゲンを含むこれらのステロイドが同定された（Reis－Henriques
et a1．，1990）、同種の卵巣内でコレステロールからアンドロゲンまでの生合
成が証明されている（De LorLgCablp et a1．，1974）。マガキとホタテガイで、
内因性エストロゲンの同定がなされ、卵巣内で17β－HSD、3β一粒SD、P450アロ
マターゼ（P450Arom）の活性が確認され、卵巣・精巣でエストロゲン合成細胞
の特定がなされてきた（Natsumoto et a1．，1997；Osada et a1．，2004b）。マガ
キではandrostenedioneからtestosteroneへ、eStrOndからestradiolへの転
移酵素の171卜HSDやandrostenedioneからestroJleへの転移を起こすアロマク
ーゼ様の活性を持つ分子が存在することが報告された（Le Curieux－Belfond，
eta1．，2001）。ホタテガイではE2とアロマクーゼ活性は生殖周期に伴って変
化をすることから、二枚貝の生殖とエストロゲンとの関連が示唆された（Osada
eta1．，2004b）。これらの報告から二枚貝でステロイドホルモンが生合成され、
生殖に関与していると考えられる。
二枚貝でのエストロゲンの作用としてホタテガイでE2が、卵成熟を誘起する
セロトニンのシグナルを卵内に伝達する、卵膜セロトニン受容体を誘導するこ
とが確認され、（Osadaetal‥1998）、それは、エストロゲンによる卵内のセ
ロトニン受容体遺伝子を誘導することによることが明らかにされた（田辺，
2006）。またこれまでの報告からエストロゲンは数種類の二枚貝でビテロジェ
ニンの合成調節を担っていることが確認されている。（Osadaeta1．，2003，Li
eta1．，1998）。前章の結果からホタテガイでエストロゲンはVtgmRNAへの転
写を促進していると考えられた。同様にマガキでも卵黄タンパク合成を誘導し
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ていることが報告されていることから（Li etalり1998）、エストロゲンは二
枚貝め卵形成に密接に関与しているといえる。二枚貝のイガイ類は、費境中の
化学物質汚染のリスクを評価するための手法である生物モニタリングである
rMusselWatch」に世界中で用いられている（高田ら，2004）。内分泌撹乱現象
については同じ貝類である腹足類でインポセックスが確認されている（堀口，
2000）。しかし、イガイ類を用いた生物モニタリングシステムである　rMusSel
Watch」は世界各地で実施されているにも関わらず（高田ら，2004）、イガイ類の
基本的な生殖内分泌の機構に関する十分な知見は得られておらず、イガイ類に
おいて生殖内分泌と内分泌撹乱化学物質との関連を議論するには未だ不明な点
が多く残されている。
一般的にエストロゲンが作用するにはその受容体であるERを介する。ホタテ
ガイの卵巣において抗ヒト　ER抗体を用いた免疫染色で成長期の卵母細胞とそ
れに接して存在する濾胞細胞に類したauxiliarycellに陽性反応がみられたこ
とから、卵母細胞とauxiliary cellにER様分子が局在していることが示され
た。つまりホタテガイの生体内においてエストロゲンはERを介して、卵ではセ
ロトニン受容体遺伝子、auXiliarycellではVtg遺伝子の誘導に関与している
のではないかと推奏された（Osada et a1．，2005）。
他の二枚貝における　ERの存在に関しては、淡水産のイガイ　gJJ pHo
co〟pね〃∂ねにE2に特異的に結合するタンパクが存在する（Gagn色eta1．，2001）。
そしてヨーロッパイガイの足部神経節に　ER8様分子が存在すると報告された
（Stefano et a1．，2003）。最近では腹足類の巻貝であるイボニシ　m∂J5
cJayJgera（KajiYara et a1．，2006）、やアメリカアメフラシ　月pルgJa
callfbTnLca（ThorrLtOn et a1．，2003）と頭足類のマダコ　Octppus yulgarLs
（Keayeta1．，2006）のERcDNAの完全長の配列が決定された。つまりERは二枚
貝を含む広く軟体動物に普遍的に存在し、エストロゲンシグナル伝達によりそ
の生殖内分泌をコントロールしている可能性が推察された。アメリカアメフラ
シのER cDNAの配列決定の報告の中で、アメフラシは進化の過程でエストロゲ
ンに対する活性を消失する境界上にある生物なのではないかと推察されている。
しかし、前章で得られた結果およびこれまでの二枚貝のステロイドに関する研
究報告から、二枚貝ではエストロゲンが生殖内分泌に作用することが示されて
いる。したがって、軟体動物門に属する動物におけるエストロゲンに対する活
性の有無については慎重に検討する必要があると考えられた。
そこでここでは二枚貝のエストロゲンシグナル伝達を明らかにするためにホ
タテガイER関連cDNA（PyER）の西己列決定とその構造解析、組織特異性、そし
てステロイドよる発現への影響を検討した。さらに同じ二枚貝に属するイガイ
類であるヨーロッパイガイとムラサキイガイの2種にもエストロゲンシグナル
伝達の有無を検討するためにホタテガイと同様に検討を行った。
＊ホタテガイのERについての検討
材料，方法
実験材料
ホタテガイは宮城県女川湾で採集した。PyERの塩基配列の決定には卵黄タン
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バク合成期の1月に採取したホタテガイ卵巣を用いたo PyERmRNAの組織特異
性の検討には3月下旬に採取した個体から卵巣、精巣、閉殻筋・頭部・足部神
経節、内臓神経蹄、鯉、消化盲嚢、外套膜を切り出し・実験に供した。それぞ
れの組織は実験に使用するまで－80℃で保存した0ステロイドの効果の検討を
するための卵巣組織培養には、2月中旬に採取した個体を用いた。
全RNAの抽出とmRNAへの精製
各組織はドライアイス下で粉砕し，ISOGEN（ニッポンジーン，Japan）を用い
て全RNAを抽出し，後の各実験に供した。塩基配列の決定には抽出した全RNA
を01igoterdt30くsuper〉Kit（RocheDiagrLOStics，German）によって精製し
たmRNAを鋳型として用いた。
ホタテガイER（PyER）部分配列のクローニング
既知の脊椎動物および無脊椎動物のERのアミノ酸配列を基に，保存性の高い
CドメインおよびEドメインの額域において緒重プライマーを設計した。各プ
ライマーの部位及び配列はFig．3－2およびTable3－1に示した。
前述の方法により全脚Aから精製したmRNAを鋳型に・PyERのクローニング
にはPyERFYlおよびPyERRvlのプライマーの組み合わせを用いてAccess RT
pcRkit（Promega，USA）によりRT－PCRを行った○AW逆転写酵素及びTflポ
リメラーゼ存在下でmRNAlOOngを鋳型に48℃（45min）の逆転写反応，94℃
（2min）で逆転写酵素の不活化，94℃（30sec）・54℃（lmin），68℃（2
min），40サイクルのPCRを行い68℃（7min）の伸長反応を行った。この
RT－PCRで得られたPCR産物を鋳型にnested PCRとしてPyERFY2とPyERRvl
を用いてPl。tiL．um ThqI）NAPolymerasettighFidelity（Invitrogen，USA）で
94℃（2min）のD恥の熱変性及び酵素の活性化，94℃（30sec），49－54℃（l
min），68℃（2min），35サイクルでPCRを行った後、68℃（7Tnin）の伸長反
応を行った。このPCR産物を低融点アガロースゲルの2・5％のNuSieveGTGagar
（CANBREX，USA）で電気泳動により分離し，増幅産物をQIAEXH Agarose Gel
Extr。。ti。n（QIAGEN，USA）を用いてゲルから回収した。次に回収した増幅産物
をpGEMT－eaSyVeCtOrSystem（Promega，USA）を用いてライグーションを行
いサブクローニングした。そして目的の断片を含んだ不腸菌のコロニーを選択
しアンピシリン濃度が50ul／mlとなる液体LB培地で培養し、QIAprep●Spin
Mi．liprep Kit（QIAGEN，USA）を用いプラスミドDNAの回収した後、シ‾クエン
サーのDSQ2000（SHINADZU，Japan）を用いてDye Primer法でシーケンスした。
コンセンサスの得られたCDNA配列をアミノ酸配列に演繹したものをBLAST
（Basic L。CalAlignment SearchTool）により相同性の検索を行った。ER部分
配列の構造解析にはPSORTIIとInter ProScanを用いて行った。分子系統樹
解析には近隣結合法によりブーツストラップ値は1000回で行い、措いた分子系
統樹は％表記によって作成した。
卵巣組織培養の方法
卵巣組織培養は前章の方法に従い、培養期間を2日間にして行った。九日イ上納
卵巣組織培養に用いた培地は1しの75％ASYにWediuD1199（GibcoBRL，USA）を
9．8gとストレプトマイシン（SIGMA，USA）を100mg溶解させたものを濾過滅
菌して作成した。以下のすべての操作は無菌条件下で行った。
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まず、ホタテガイは卵巣を切り出し、表面を75％エタノールで拭って殺菌し、
腸管に培地を流し込み洗浄を行った。培地中でそれぞれの卵巣を約5mm角に細
切し、培地で2　回リンスし、24　穴細胞培養用マルチプレート（Sumitomo
Bakelite Co．，Ltd．，Japan）の中に1ウェルにl片ずつ入れた。lウェルには添
加物を加えて濾過滅菌した培地を1ウェル内にlmlとなるように分注し、10℃
で2日間培養を行った。2日後に卵巣を取り上げ－80℃で保存し、ホタテガイ卵
巣はVtg mRNAおよびPyERlnRNAの発現量の解析に供した。
培地への添加物
ホタテガイ卵巣組織培養はE2をdimethylsulfoxide（DMSO）に溶解させたも
のを培地で最終濃度が10－6Mもしくは10－7Mになるように調整して添加した。
E2のアンタゴニストとしてICI182，780（TOCRIS，UK）は他のステロイドと
同様にDMSOに溶解させ、培地で最終濃度が25×10－6Mとなるように調整し添加
した。コントロールには、他のステロイド添加実験区でステロイドの溶解に要
したDMSOと同濃度となる＿0．05％DMSO培地を用いた。各実験区とも4ウェルと
なるように行い．各ウェルには1片の卵巣片を入れ2日間培養を行った。卵巣
片からISOGEN（ニッポンジーン，Japan）により全RNAを抽出し半定量的RT－PCR
によるmRNA発現皇解析を行った。
半定量RT－PCR
各組織のRNAは前述の方法によって得た。ホタテガイVtg（Vtg）の発現量の解析
には、Osadaetal．（2004）でホタテガイVtg（ARO55960）でクローニングに用い
られたプライマーSPlとASPlの組合せを用いた。PyERの解析には前述の方法から
決定したPyERの部分塩基配列を基にDドメインを挟むように設計したPyER
RT－FYとPyER RT－Rvを用いた。ホタテガイアクチンActin（AB209936）の部分配
列を基に2本のプライマーPy／Act－RT－Fv　とPy／Act－RT－RvをコントロールPCRに
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用いた。各プライマーの西己列はTable3－1
に記した。各組織全mAを鋳型にAccessRT
PCR kit（Promega，1USA）によりRT－PCRを
行った。反応液量は最終液量が25両とな
るように調整し、〟〝逆転写酵素及びrrJポ
リメラーゼ存在下で全RNAlOO mgを鋳型と
してRT－PCRを行った。Vtgについては
48℃（45min）で逆転写反応，94℃（2min）
で逆転写酵素の不活化，94℃（30sec），
55℃（30　sec），68℃（30　sec）20サイ
クルでPCRの後68℃（7min）の伸長反応
を行った。PyERについては48℃（45min）
で逆転写反応，94℃（2min）で逆転写酵
素の不活化，94℃（30sec），60℃（30sec），
68℃（30sec）30サイクルでPCRの後68℃
（7min）の伸長反応を行った。Actinにつ
いては48℃（45min）で逆転写反応，94℃
（2min）で逆転写酵素の不活化，94℃（30
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PyERは143アミノ酸残基
をコードする430bpの断片
であった（Fig．3－3）。PyER
はこの領域ではアメリカア
メ　フ　ラ　シの　ER　である
AplysiaERと66％、OctopusER
62％、ChickenERと54％の相同
性を有していた。演繹アミノ
酸配列についてモチーフ解
析を行った結果、脊椎動物ER
のCドメインとEドメインを
部分的に含んでいると推定
された。CドメインのC4タイ
プのZnフィンガーの1つ目
のドメインの後半にP－BOX様
の構造が、2つ日のドメイン
に核移行シグナルが推定さ
れた。
分子系統樹解析からERは
3つの大きなグループを形
成した（Fig．3－4）。PyERは
脊椎動物のERα、ERβ、ER
γを含むグループとは異な
り、原始的であるとされる
ERRのグループに属した。特
にPyERは同門である軟体動物門のイボニシERやアメリカアメフラシER、マダ
コERと同じグループに属した。
PyERは全組織で発現し卵巣や精巣、そしてCPGで発現がみられ、腎臓や消化
盲乗で比較的強く発現していた（Fig．3－5）。
卵巣組織培養を行い、E2およびE2のアンタゴニストを添加しPyERのmRNA発
現量を比較した（Fig．3－6）。PyERはE2添加実験区ではコントロールとほぼ
同程度であったが、E2とアンタゴニストを競合させた実験区、そしてアンタゴ
ニストのみを添加した実験区では増加する傾向がみられた。
＊イガイ類のEtiについての検討
材料，方法
実験材料
NeERおよびActinの塩基配列の決定には3月上旬にカナダのPrince EdYard
Islandで採取したヨーロッパイガイの卵巣および足部神経節を用いた。MeERl
mRNAおよびMeER2mRNAの組織特異性の検討には9月中旬に採取した個体から
卵巣、精巣、閉殻筋、足部神経節、内臓神経節、蝕、消化盲嚢、外套膜を切り
出し、実験に供した。各組織は実験に使用するまで－80℃で保存した。ステロ
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イドの効果の検討をするための　〃γ貢ro卵巣組織培養には、カナダのNova
Scotia州のHalifaxで4月下旬に採集された個体を用いて行った。
ムラサキイガイは宮城県女川湾で採集した。MgERの塩基配列の決定には2月
に採取したムラサキイガイの卵巣を用いた。MgERの組織特異性の検討には11
月下旬に採集した個体から卵巣、精巣、閉殻筋、足部神経蹄、鯉、消化盲嚢、
腎練を切り出し、実験に供した。ステロイドの効果の検討をするための力＝イいり
卵巣組織培養は、12月中旬に採取した個体を用いて実験を行った。
ヨーロッパイガイとムラサキイガイのPCRによる種判別
ヨーロッパイガイとムラサキイガイでは足糸タンパクの額域でムラサキイガイ
はヨーロッパイガイと比べて18アミノ酸残基分の欠損があり、その部分を挟む
ように設計されたプライマーでゲノムDNAのPCRを行うとヨーロッパイガイは
180bp、ムラサキイガイは126bpの断片を形成することが報告されている
（Inoue et al．1995）。そこでInoue et．al．（1995）の方法を改変してPCRによ
るヨーロッパイガイとムラサキイガイの種判別を行った。増幅用のプライマー
はInoueet al．（1995）の用いたMe15，5’，CCAGTATACAAACCTGTGAAGA－3’
とNe16，5’－TGT TGT CTT AAT AGG TTT GTA AGA－3’の組合せを用いた。ゲ
ノムDNAはMeERおよびMgERのクローニングに用いた卵巣からぞれぞれ
phenol－Chloroform法を用いて抽出した。抽出したDNA（100　ng）を鋳型として
0．5LJlのTakara hqlN（5units／ul）（TAKARA，Japan）を用いて反応液が100Ill
になるように混合、調整した。次に94℃（5min）のDNAの熱変性及び酵素の活
性化，94℃（30sec），48．7℃（30sec），70℃（l min30sec），35サイクルで
PCRを行った。
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全RNAの抽出とmRNAへの精製
全RNAは各組織をドライアイス下で粉
砕し，ISOGEN（ニッポンジーン，Japan）を
用いて抽出し，後の各実験に供した。ただ
LWeERl、MeER2およびActinの塩基配列
決定に用いたヨーロッパイガイの卵巣お
よび足部神経節組織からのRNAの抽出に
はTRIZOLo Reagent（GibcoBRL，USA）を
用いて抽出を行い、Poly（A）Pure（Ambion
Inc，USA）および　Poly A Tract nRNA
IsolationSystem（Promega，USA）により
全RNAをmRNAへと精製し部分配列のクロ
ーニングに用いた。
MeERl，2およびMgER，MeActinの部分配列
のクローニング
前希と同様にプライマーは既知のERお
よび8－aCtinのアミノ酸配列を基に，保存
性の高い領域において設計した。各プライ
マーの部位及び配列はFig．3－2に示した。
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前述の方法により全RNAから精製したmRNAを鋳型にMeERl，2およびMgERの
クローニングにはMeER FvlおよびMeER Rvl、のプライマーの組み合わせによ
りA。。eSS RT－PCR kit（Promega，USA）によりRT－PCRを行った。AW逆転写酵
素及びrfJポリメラーゼ存在下でmRNAlOOmgを鋳型に48℃（45min）の逆転
写反応，94℃（2mim）で逆転写酵素の不活化，94℃（30sec），47℃（lmin），
68℃（2min），40サイクルのPCRを行い68℃（7min）の伸長反応を行った。
RT－PCRで得られたPCR産物を鋳型にnested PCRとしてMeER Fw2とNeER Rvl
を用いてPl。tiL．um ThqI）NA Polymerase HighFidelity（InvitrogerL，USA）で
94℃（2min）のDNAの熱変性及び酵素の活性化，94℃（30sec），48℃（lmin），
68℃（2min），35サイクルでPCRを行った後、68℃（7mim）の伸長反応を行
った。
Actinのクローニングには前述の方法で精製したmRNA（100mg）にl plの
01ig。（dT）Primer（Promega，USA）を加えて、反応液量を11plとなるように
調整し、郡Aの高次構造を破壊するために70℃、10分間の反応を行った。その
後、4LJlの5×First Strand Buffer（Invitrogen，USA）、2LJlの0・lM DTT
（Ⅰ。，itr。gen，USA）、lplのRNaseirLhibitor（40unit／ul）（ProEnega，USA）、
lplのdNTP（100mMeach）（CLONTECH，USA）を混合したものを反応熱こ添加し、
42℃で　2　分間反応　さ　せ、l pl　の　SuperScript II RNaseH
Transcriptase（200unit／pl）（Invitrogen，USA）を添加し、42℃で50分間イン
キュべ－トして逆転写反応を行った。その後、70℃で15分間反応させcDNA合
成反応を停止させた。合成したcl）NAを鋳型として、Actin FYおよびActin Rv
の2本のプライマーの組合せを用いてThqI）NAPolymerase（Promega，USA）で
94℃（5min）のDNAの熱変性及び辞素の活性化，94℃（30sec），47℃（lTBin），
68℃（2min），40サイクルでPCRを行った後、68℃（7min）の伸長反応を行
った。
■MeERおよびA。tinのそれぞれのPCR産物を2％アガロースゲルで電気泳動によ
り分離し、AgarOSe Gel DNA Extraction Kit（Roche Diagnostics，Germany）
を用いて増幅産物をアガロースゲルから回収した。回収した増幅産物をpGEM
T－。aSy VeCtOrSystedl（Promega，USA）にライゲーションしサブクローニング
した。目的の断片を含む大腸菌のコロニーをアンピシリン濃度が50両／mlとな
る液体LB培地で培養し、YizardoPlusSYWiniprepsDNAPurificationSystem
（Pr。mega，USA）を用いてプラスミドDNAの回収を行い、得られたサンプルを
Ma。r。ge。（韓国）にシークエンスを外注L ABⅠ3730×1DNAアナライザー
（AppliedRiosystems，USA）を用いてDyeTerminater法で塩基配列の決定をし
た。
MgERは前節のPyERと同様にNestedPCRで得られたPCR産物を低融点アガロ
ースゲルの2．5％のNuSieveGTGagar（CAMBREX，USA）で電気泳動により分離し，
増幅産物をQIAEXIIAgarose GelExtraction（QIAGEN，USA）を用いてゲルか
ら回収した。次に回収した増幅産物をpGEWT－eaSy VeCtOr System（Promega，
USA）を用いてライゲーションを行いサブクローニングした。そして目的の断片
を含んだ大腸菌のコロニーを選択しアンピシリン濃度が50山／mlとなる液体
LB培地で培養し、QIAprepOSpirLMiniprepKit（QIAGEN，USA）を用いプラスミ
ドDNAの回収した後、シークエンサーのDSQ2000（SHIWADZU，Japan）を用いてDye
primer法でシrケンスした。前節のPyERと同様にコンセンサスの得られたcDNA
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配列をアミノ酸配列に演繹し、BLAST（Basic Local Alignment Search Tool）
により相同性の検索を行った。ER部分配列の構造解析にはPSORTIIとInterPro
Scanを用いて行った。
卵巣組織培養の方法
卵巣組織培養は前節のホタテガイの卵巣組織培養の方法に従い、培養期間を
2日間にして行った。n y Lro卵巣組織培養に用いた培地はlLの75％ASⅥ＝こ
Medium199（GibcoBRL，USA）を9．8gとストレプトマイシン（SIGNA，USA）を
100mg溶解させたものを濾過滅菌して作成した。以下のすべての換作は無菌条
件下で行った。
ヨーロッパイガイおよびムラサキイガイの卵巣は外套膜内部に沿って発達し
ているため、切り出した外套膜から縁辺部を切り推し、表面を75％エタノール
で拭って殺菌した。培地中で卵巣を約5mm角に細切し、培地で2回リンスし、
24穴細胞培養用マルチプレート（SumitoblOBakeliteCo．，Ltd．，Japam）の中にl
ウェルに1片ずつ入れた。1ウェルには添加物を加えて濾過滅菌した培地を1
ウェル内にlmlとなるように分注し、10℃で2日間培養を行った。2日後に卵
巣を取り上げ－80℃で保存しヨーロッパイガイ卵巣はⅧeERlⅡlRNAおよびMeER2
mRNAの発現量、．そしてムラサキイガイ卵巣はMgERmRNAの発現量の解析に供し
た。
培地への添加物
培地への添加物も基本的には前節のホタテガイの卵巣組維培養の方法に従い
行った。
ヨーロッパイガイおよびムラサキイガイ卵巣組織培養は、ステロイドホルモ
ンとしてE2およびテストステロンはdiTnethylsulfoxide（DMSO）に溶解させた
ものを培地で最終濃度が10－6Mとなるよう調整して添加した。
ムラサキイガイ卵巣組織培養では、E2のアンタゴニストとしてICI182，780
（TOCRIS，UK）は他のステロイドと同様にI）鍼SOに溶解させ培地で最終濃度が25
×10－6Mとなるように調整し添加した。コントロールには、他のステロイド添
加実験区でステロイドの溶解に要したDMSOと同．濃度の0．05％となるDMSO培地
を用いた。各実験区とも4ウェルとなるように行い，各ウェルには1片の卵巣
片を入れ培養を行った。2　日間培養後、卵巣片を取り上げ、IS∝；EN（ニッポン
ジーン，Japan）もしくはTRIZOL Reagent（GibcoBRL，USA）により全RNAを抽
出し半定量的RT－PCRによるmRNA発現量解析を行った。
半定量RトPCR
各粗織のRNAは前述の方法によって得た。半定量RT－PCRは前節の方法に従い
行った。MeERl、櫨eER2およびMgERの発現量の解析には前述の方法から決定し
た各ERの部分塩基配列を基にDドメインを挟むようにプライマーを設計した。
撼eERlmRNAの発現量の解析にはMeERIRT－FYとMeERIRT－Rv、MeER2および晦ER
mRNAの発現量の解析にはMeER2RT－FvとMeER2RT－Rvのプライマーの組合せを
用いて行った。Actin（AB257134）の部分配列を基に2本のプライマーMeActiTL
RT－FwとWeActin RT－Rvのプライマーを設計し、コントロールPCRに用いた。
設計したWeActin RT－FWとMeActin RT－FYのプライマーの塩基配列はこれまで
47
に報告されているムラサキイガイの8－aCtinの完全長の塩基配列（・AF157491）
からMgERの半定量RT－PCRのコントロールPCRとして使用可能であることを確
認した。各プライマーの配列はTable3－1に記した。各組織全RNAを鋳型に
Ac。eSS RT PCR kit（Promega，USA）によりRT－PCRを行った。反応液量は最終
液量が25plとなるように調整し、舶Ⅳ逆転写酵素及びrfJポリメラーゼ存在
下で仰r逆転写酵素及びrrJポリメラーゼ存在下で全RNAlOO喝を鋳型とした。
RT－PCRは45℃（45min）で逆転写反応，94℃（2nirL）で逆転写酵素の不活化，
94℃（30sec），50℃（30sec），68℃（30sec）をMeERl，MeER2について
は30サイクル、MeActinについては20サイクルでPCRを行った。NgERについ
ては45℃（45min）で逆転写反応，94℃（2min）で逆転写酵素の不活化，94℃
（30sec），57℃（30sec），68℃（30sec）で組織特異性の検討には30サイ
クル、ステロイド添加による卵巣組織培養の検討実験には25サイクル、MgActin
では20サイクルでPCRを行った。
アガロースゲルの2．5％のMetaphoro agarose（Bio耶Iittaker Wolecular
Applications，USA）を用いて，TBEバッファーで電気泳動し，EtBrで染色した
後、解析に用いた。PCRによって増幅されるバンドは．NeERlは571bp、WeER2
およびMgERは240bp、Me Actinは135bp、MgActinは134bpである。
発現量の比較は，発現量を定量化するためにヨーロッパイガイのActinもし
くはムラサキイガイのActinの増幅バンドの輝度を基準にして　rMeERlもしく
はMeER2を増幅したバンドの輝度／Actinj、「WgERを増幅したバンドの糖度　′も
／ActinJ　で数値化し，実験区ごとの平均値を比較した。
結果
Me Mg
200bp－
l00bp一◆
Me；〟二血肋
M8こ〟二g〝仏pml血で山地
M；Mがk併
ng．ふdAmpunc畑OnOl伽r曙bnohdheか亡
Pr鵬tIn騨爛tOl山u出eb・
足糸タンパクのゲノムPCRによる
ヨーロッパイガイとムラサキイガイ
の種判別を行った（Fig．3－8）。その
結果、ヨーロッパイガイとムラサキ
イガイではサイズの異なる増幅断片
が得られた。ヨーロッパイガイを鋳
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bp付近、ムラサキイガイを鋳型にし
たものでは130bp付近に増幅断片が
得られた。
ヨーロッパイガイとムラサキイガ
イから得られたER様の増幅断片の
演繹アミノ酸配列の頼同性検索とモ
チーフ解析、分子系統樹解析を行っ
た。MeERlは143アミノ酸残基をコードする430bpの断片であった。NeERlは
この額域ではヒトのEstrogerL Related Recept，Or Ganma proteinと59％、ナメ
クジウオのestrogen receptor－related receptor shortisoforDlprOteinと
61％の相同性を有していた（Fig．3－9）。MeERlの演繹アミノ酸配＿列を用いたモ
チーフ解析から、MeERlは脊椎動物ERのCドメインとEドメインを部分的に含
んでいると推定された。CドメインのC4タイプのZmフィンガーの1つ目のド
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得られたMgER
の演繹アミノ
酸　配　列　は
MeER2　と一致
し、塩基のレベ
ルでも同一で
あった。MeER2
はこの領域で
はアメリカア
メ　フ　ラ　シの
Aplysia
californica
ERproteinと70％、
chickenER　α　と
51％の相同性を有
していた。MeER2
と　MgERの演繹ア
ミノ酸配列につ
いてモチーフ解
析をする　と、
MeERl　と同様に脊
椎動物ERのCド
メインとEドメイ
ンを部分的に含
んでいると推定
された。MeER2お
よびMgERもMeERl
と同様にCドメイ
ンにC4タイプのZnフィンガー構造を有し、CドメインのC4タイプのZnフィ
ンガーの1つ目のドメインの後半にrLBOX様の構造が、2つ目のドメインに核
移行シグナルが推定された。
前節で得られたPyERとNeERl、MeER2、MgERの演繹アミノ酸自己列での相同性
を比較した（Fig．3－11）。MeER2とMgERはPyERと79％の相同性を示したのに
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対し、MeERlは36％の相同仕を示した。
演繹アミノ酸配列を用いて分子系
統樹を作成した（Fig．3－4）。分子
系統樹解析からERは3つの大きな
グループを形成した。MeERl、MeER2
そしてMgERは脊椎動物のERα、ER
β、ERγを含むグループとは異なる
ERRのグループに属した。その中で
もMeERlは脊椎動物のERRのグルー
プに属し、MeER2とMgERはMeERlと
は異なり　PyER　とともに同門のアメ
フラシER等の軟体動物のERと同じ
グループに属した。
MeERl、MeER2およびMgERのmRNA
の組織内の発現を調べた（Fig．
3－12）。MeERl mRNAは全組織で発現
し、生殖巣よりも鯉や消化盲嚢で比
較的強い発現がみられた。MeER2
mRNAは卵巣と足部神経節で他の組
織と比較して強い発現がみられた。
産卵後の生殖巣で成長期の卵巣での
発現量よりは低いもののある程度の
発現量がみられた。MgER mRNAの発
現パターンはMeER2と類似し比較的
卵巣と精巣で強く発現していた。そ
して産卵後の生殖巣では発現がほと
んどみられなかった。
イガイ類の卵巣組織系を用いてス
テロイド添加によるMeERlとMeER2、
MgER mRNAの発現量を検討した（Fig．
3－13）。膿eERl mRNAの発現量はステ
ロイド添加実験区でコントロールと
ほぼ同程度であり、ステロイド添加
による効果はみられなかった。MeER2
mRNA発現量はコントロールに対して
E2で有意に高くなった。テストステ
ロン添加実験区でもコントロールと
比較して発現量が高くなる侯向がみ
られた。MgER mRNAではE2とテスト
ステロン添加実験区でコントロール
と比較して発現量が高くなる傾向が
みられた。そしてE2のアンタゴニス
トであるICI182，780と競合させた実験区、およびICI182，780のみを添加し
た実験区では有意に発現量が高くなっていた。
50
考察
ホタテガイ卵巣組織培養系でE2添加した実験区ではVtg mRNAの発現量はコン
トロールとほぼ同程度で、これは内因性の卵巣に含まれるE2が十分量存在して
いたためではないかと考えられた。E2とアンタゴニストICI182，780およびICI
182，780のみを添加した実験区では有意にVtg mRNAの発現量が低下したことは、
アンタゴニストが、E2とERレベルで競合し、Vtg mRNAへの転写促進活性が阻害
されたためであると考えられた。したがって、Vtg合成の場であるauxiliary
c。11に明らかにERが存在し、E2はこのERを介してVtg mRNAへの転写レベルの促
進をすることが示唆された。これは第2章の結果と一致する。
PyER、MeERl、MeER2、MgERの部分塩基配列の演繹アミノ酸配列は、モチーフ
解析から全てそれぞれER関連cDNAであると推定された。さらに相同性解析か
らPyER、NeER2、NgERは脊椎動物のchickenERより同門である軟体動物門の
AplysiaERやOctopusERと高い相同性を有していた。一方、MeERlは同門の生物
のERよりもヒトのEstrogenRelatedReceptorGammaproteinやナメクジウオ
のestrogenreceptor－relatedreceptor shortisoformproteinと高い相同性
を有していた。得られたER関連cDNA間での相同性を比較した結果、MeER2と
MgERはPyERと高い相同性を示したのに対し、MeERlはPyERと低い相同性を示
し、MeERlはPyER、WeER2、MgERとは異なるタイプのERである可能性が考えら
れた。分子系統樹解析からP沌R、鮎ERl、NeER2およびMgERは脊椎動物のERα、
ERβ、ERγを含むグループとは異なり、原始的であるとされるERRのグループ
に属した。MeERlは脊椎動物のERRのあるグループに属したのに対し、PyER、
NeER2、MgERはMeERlとは異なり同門のアメフラシERと同じグループに属した。
これは相同性検索の結果と一致する。この分子系統樹での配置からヨーロッパ
イガイのERは2タイプ存在し、MeERlは脊椎動物のERRのグループに近縁なタ
イプであると考えられた。これまでに分子系統学による解析から、ERが属する
核レセプターは6つのサブファミリーに分けられ、その中のサブファミリー3
はERが属するNR3A、ERRが属するNR3B、その他のステロイドレセプター
（Steroid receptor；SR）が属するNR3Cの3つのサブグループから成っている
（The NuclearReceptor Nomenclature CoTnmittee，1999）。ERRはリガンドの
発見されていない“オーファンレセプター”である。ERRでは哺乳類のモデル
でERRαはエストロゲンシグナリングの阻害をするとされ、薬学的にはエスト
ロゲンに関連した疾病に対する有効性が着日されたが、ERRαだけでなくERRβ
やERRγを含めたERRに関しての知見は未だ十分に得られておらず、他の2つ
のサブグループであるERやSRとの系統学上の関係は未だ不明確である（Bardet
et al．2006）。近年、分子系統学の手法を用いた無脊椎動物の進化に関する研
究が多数報告され、触手冠動物は単独の系統であるとされていたが18S rDNA
を用いた分子系統学の解析から飾足動物と新口動物を除いた触手冠動物、軟体
動物、環形動物は共通の祖先から分岐したと考えられ、これらの動物門
は”lophotrochozoa”と命名された（Halanych et alり1995）。さらに節足動
物と線形動物は18SrDNAの系統分析から脱皮をする動物である節足動物、緩歩
動物、有爪動物、線形動物、類縁形動物、動吻動物、鯉曳動物等が含まれ
る”Ecdysozoa”という新しいクレードに属すると示唆されたくAguinaldo et
alリ1997）。ER遺伝子は軟体動物のアメリカアメフラシで報告されたが、飾足
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動物のショウジョウバェβ．〟最a〃Ogag erや線形動物のCeJega〃Ceでは報告さ
れていない。Bardet et al．，（2006）はERがEcdysozoaでは欠損し、ERR遺伝
子がショウジョウバェ仇　〟eJ∂〃Ogagferには存在するのに対して線形動物の
CeJeg8月Ceには存在しないという点から、lophotrochozoaである軟体動物で
はERRの存在はこれまでには報告されていないが、潜在的にはERRが存在する
のではないかと推察した。本研究のヨーロッパイガイでERに近縁なタイプと
ERRに近縁なタイプの2種類のERが存在するという結果はBardet et al．
（2006）の推察とも一致した。
PyER mRNAは全組織で発現し卵巣や精巣、そしてCPGで発現がみられた。卵
巣でみられた発現は第2章の抗ヒトER抗体を用いた免疫染色の結果から、卵母
細胞の核とauxiliarycellで陽性反応がみられたこととも一致する。精巣での
発現については、これまでに脊椎動物のマウスによる実験などからERαKOマウ
スの実験で精子形成の低下がみられ、エストロゲンは雄にも必要であることが
知られている（松本・加藤．2001）。ホタテガイの雄では精巣まで運ばれたGnRH
が生殖小胞の内側に沿って存在するエストロゲン合成細胞に働きかけのエスト
ロゲンの合成を促すことで精原細胞増殖を促進することが推察された（中村，
2006）。そのため、精巣のPyERmRNAの発現は、梼原細胞が増殖するためにエス
トロゲンシグナリングの受け手であるERを発現させていた可能性が考えられ
た。つまりホタテガイはERを介したエストロゲンシグナリングによって雌雄の
生殖に関与していることが示唆された。また、ホタテガイの頭部足部神経節で
あるCPGにおいても発現がみられ、同じ二枚貝であるヨーロッパイガイの足部
神経節においてERβの存在が示唆されている（Stefano et a1．，2003）。本研
究ではヨーロッパイガイの足部神経節にMeERlおよびMeEIモ2のmRNAが発現し、
StefarLO et al．（2003）の足部神経節にER様物質が存在するという結果と一致
し、ヨーロッパイガイの足部神経節にはmRNAおよびタンパクレベルでER様物
質が発現していることが明らかとなった。さらにホタテガイのCPGにPyERmRNA、
ムラサキイガイの足部神経節にMgER mRNA発現がみられたことから、ヨーロッ
パイガイだけではなく二枚貝に共通して中枢神経にはER様分子が存在してい
ることが強く示唆された。ホタテガイの腎臓にもPyER mR恥の強い発現がみら
れた。エストロゲンと腎臓の関係についてはヒトやラットでエストロゲンが腎
臓に対し形態学的には退行変化を起こさせ」生化学的には多くの酵素系を抑制
し、全体としてみると腎臓に対し抑制・保護作用を示していることがわかって
いる（玉含，2006）。二枚貝の腎臓の機能としてはヨーロッパホタテガイで産卵
の際に生殖小胞でつくられた配偶子が生殖輸管を通って右の腎臓に入りそこか
ら外界へと放出されることが示さているが（西脇ら，1999）、それ以外について
は報告がほとんどない。ホタテガイの腎臓における強いER mRNAの発現は、E2
が腎臓に何らかの作用していることが考えられるが、ホタテガイの腎臓の機能
についての知見が少なく、E2と腎臓の関係は今後の研究で明らかになっていく
のかもしれない。
ヨーロッパイガイのER mRNAの組織特異的な発現がNeERlとWeER2では大き
く異なっていた。MeERlmRNAは全組織で発現し、生殖巣よりも蝕や消化盲嚢で
比較的強い発現がみられたのに対し、MeER2mRNAは卵巣と足部神経節で他の組
穀と比較して強い発現がみられた。晦ERmRNAの発現パターンはMeER2mRNAの
発現パターンと類似しており、比較的卵巣と精巣に強い発現がみられた。ヨー
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ロツパイガイの卵巣と精巣では内因性のエストロゲンの存在が報告されている
（De Longcamp et a1．，1974and Reis－Henriques et a1．，1989）。MeER2およ
びMgERは卵巣や精巣などの生殖に関する器官で強い発現がみられことから、ヨ
ーロッパイガイとムラサキイガイの内因性のエストロゲンは生殖巣にそれぞれ
MeER2もしくはMgERを介して生殖に関連して作用していると推察された。
PyER mRNAの発現量はE2の添加によりコントロールとほぼ同程度であったが、
卵巣に内因性のE2が十分量含まれていたためではないかと考えられた。E2のア
ンタゴニストであるICI182，780を添加した実験区、アンタゴニストのみを添加
した実験区では、転写活性が促進される傾向がみられ、E2のアンタゴニストで
あるICI182，780がアンタゴニストとしてではなくアゴニストとして作用した
のではないかと考えられた。つまり、E2はERを介しそのER自体の転写を促すこ
とで、脊椎動物に比べ分泌量の少ないエストロゲンのシグナルの増幅をはかっ
ている可能性が考えられた。
MeER2そしてMgERのmRNAはE2の添加によりコントロールと比べ発現量が高く
なる傾向がみられたが、MeERllnRNAにはそのような侯向はみられなかった。
MeER2やMgERは分子系統樹解析からPyERに近縁な軟体動物のERのサブグループ
に展するERであり、PyERと同様にE2がERを介しそのER自体の転写を促すことで、
ェストログンのシグナルの増強をはかっていると考えられた。一方、MeERlは
PyERと異なり、機能の不明な脊椎動物のERRの含まれるサブグループに属し、エ
ストロゲンのシグナルの増幅ははかってはいないと考えられた。ムラサキイガ
イでも、ホタテガイと同様にE2のアンタゴニストがアゴニスティックに作用す
ることが確認された。E2のアンタゴニストであるICI182，780は哺乳類ではエス
トロゲンの純アンタゴニストとして作用するが、二枚貝のERmRNAの発現に関し
てはアゴニスティックに作厨するのかもしれない。
本章の結果から、ホタテガイおよびイガイ類のヨーロッパイガイとムラサキ
イガイにERが存在していることが明らかとなった。特にヨーロッパイガイでは
2タイプのMeERlとMeER2が存在する。分子系統樹の配置と相同性の比較から、
MeER2、MgER、PyERはその他の軟体動物と同じグループを形成し、MeERlは機能
の不明なERRのグループに属すると考えられた。範織特異性およびステロイド添
加によるBIRNA発現量の解析から、PyER、NeER2、MgERは主に生殖内分泌のコント
ロールをしているE2の受容体として機能している可能性が考えられた。ホタテ
ガイではE2がERを介してVtg mRNAへの転写を促進していることが明らかであり、
さらにE2はEtモを介しそのER自体の転写を促すことで、エストロゲンのシグナル
の増強をはかっている可能性鱒示唆された。これはホタテガイがVtgの転写産物
をE2によって単純に増やすだけではなく、受容体であるPyER自体を多く発現さ
せてエストロゲンのシグナルの増強をはかり卵母細胞の成長期に対応している
と考えられた。このエストロゲンのシグナルの増強はPyERと同じグループに属
するMeER2とMgERにもみられ、同じ二枚貝のイガイ類ヨーロッパイガイとムラサ
キイガイにもホタテガイと同様にMeER2とMgEIほ介したエストロゲンシグナリ
ングとそのシグナルを増強する機構が普遍的に存在する可能性が考えられた。
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5．ヨーロッパイガイへのエストロゲンのin vivo投与によるERとVtg遺伝子発
現に対する影響
（Aquatic Toxicology，79，376－383，2006）
これまで卵巣、精巣組織培養におけるエストロゲンの作用を明らかにしてき
たが、ここでは飼育水へ添加した場合のERとVtg遺伝子発現に対する効果を検討
した。
ヨーロッパイガイMytilus edulisを10日間、200ng／しの濃度の17β－エストラ
ジオール（E2）存在下で無給餌で飼育し、生体内に取り込まれるE2とエステル
化E2の定量とエストロゲン応答遺伝子であるERとVtg遺伝子の発現量を調べた。
飼育期間が進むに従ってエステル化E2がE2無添加の対照群に比べ15倍に増加し
たが、添加した遊離型のE2は全く増加しなかった。ERとVtg遺伝子の発現を飼育
1－3日、5，10日目に測定したが、雌雄いずれの生殖巣でも対照群に比べ有意な
発現量の変化が見られなかった。
これらの事実は、ヨーロッパイガイの生体内にエストロゲンを一定レベルに
保つ機構が働き、体外から取り込まれた遊離の過剰なェストロゲンが速やかに
ェステル化されることによってERに対する親和性を失わせ、結果としてエスト
ロゲンシグナリングの下流にあるERとVtg遺伝子の発現誘導が妨げられたこと
を示唆している。この発見は、これらの遺伝子が内分泌撹乱化学物質のバイオ
マーカーとしての利用価値を議論させるものである。
54
TOUR ： Tohoku University Repository 
コメント・シート 
 
本報告書収録の学術雑誌等発表論文は本ファイルに登録しておりません。なお、このうち東北大学
在籍の研究者の論文で、かつ、出版社等から著作権の許諾が得られた論文は、個別に TOURに登録
しております。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
TOUR 
http://ir.library.tohoku.ac.jp/ 
 
